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A fibrose quística é a doença hereditária autossómica recessiva frequentemente 
associada à raça caucasiana. Atualmente, a principal causa de morbilidade e 
mortalidade é o declínio gradual da função pulmonar devido à colonização 
crónica por diversas bactérias e fungos, onde os bacilos Gram negativo não 
fermentadores têm um papel fundamental. 
O objetivo deste trabalho é comparar duas tecnologias diferentes de 
identificação bacteriana, na sua capacidade de fornecer uma identificação o 
mais completa e fidedigna possível, dos bacilos de Gram negativo não 
fermentadores, em doentes com fibrose quística. Dentro deste objetivo, 
pretendia-se avaliar o impacto e possível introdução da tecnologia MALDI-TOF 
MS na rotina de um grande hospital. 
Para isso, foi realizada uma recolha de dados dos resultados bacteriológicos 
das amostras respiratórias de 85 doentes com fibrose quística do Centro 
Hospitalar de São João, EPE. 
De janeiro de 2002 a 28 de fevereiro de 2013 foram analisados os 
microrganismos isolados em 1000 amostras, utilizando o VITEK® 2, onde 77,5% 
dos isolamentos foram identificados ao nível da espécie, 12% ao nível do 
complexo e 6,7% ao nível do género, não tendo identificado a bactéria em 3,8%. 
Entre 01 de março de 2013 e 08 de agosto de 2014 foram analisadas 175 
amostras usando o VITEK® MS, obtendo uma identificação ao nível da espécie 
em 73,1% das vezes, 6,3% ao nível do complexo e 20,6% ao nível do género. 
Assim, é possível concluir que a introdução da tecnologia MALDI-TOF MS 
permitiu um melhoramento na identificação bacteriana, com a vantagem de 
fornecer uma identificação fidedigna em apenas alguns minutos e utilizando uma 
pequena quantidade de inóculo. No entanto, constatou-se que há necessidade 
de melhorar a base de dados para alguns géneros de bacilos Gram negativo 
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Cystic fibrosis is the most frequent autossomic recessive hereditary disease in 
Caucasian race. Gradual decline of pulmonary function originated by chronic 
bacteria and fungi colonization is the leading cause of morbidity and mortality in 
cystic fibrosis and non-fermenters bacilli have a fundamental role in the 
colonization. 
The objective of this work is compare two different bacteria identification 
technologies through the ability to provide the most complete and reliable 
identification possible of non-fermenters Gram negative bacilli in cystic fibrosis 
patients. Within this aim, the intention was evaluate the impact and possible 
introduction of MALDI-TOF MS technology in the routine of a large hospital. 
To achieve that goal, a data collection of bacteriological results from respiratory 
samples of 85 cystic fibrosis patients from Centro Hospitalar de São João, EPE 
was performed. 
Between January 02 2002 and February 28 2013, microorganisms isolated in 
1000 samples were analysed using VITEK® 2, which identified at species level 
in 77.5%, 12% at complex level and 6.7% at genus level, and in 3.8% of cases 
no identification was made. Between March 01 2013 and August 08 2014 have 
been analysed 175 samples using VITEK® MS and it proceed the identification 
at species level in 73.1%, 6.3% at complex level and 20.6% at genus level. 
Thus, it is possible to conclude that MALDI-TOF MS technology has enabled an 
improvement in bacterial identification, taking the advantage of providing an 
identification in just a few minutes. However, it is necessary to improve the 
database for some genera of non-fermenters Gram negative bacilli, in order to 
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1.1 Introdução 
A fibrose quística (FQ) é a doença hereditária com carácter autossómico recessivo 
mais frequente na raça caucasiana, caracterizando-se pela existência de uma mutação no 
braço longo do cromossoma sete (1). 
Existem referências sobre esta patologia já na Idade Média no folclore popular do 
Norte da Europa, onde as crianças cuja pele tinha um paladar salgado faleciam cedo. 
Contudo, apenas passado muito tempo, na década 30 do século XX, foi utilizada pela 
primeira vez a designação de FQ do pâncreas, por Anderson, para designar uma doença em 
que se descreviam áreas de fibrose nesse órgão associadas a dilatação quística dos ductos 
pancreáticos (2). Em 1944, Farber utilizou o termo mucoviscidose como sinónimo da FQ, 
devido às características das secreções que se apresentavam espessas e viscosas, afirmando 
que a FQ era uma doença generalizada que afetava as glândulas secretoras (3). O diagnóstico 
era realizado com base nas características clínicas (4). 
Em 1948, durante uma onda de calor, Paul di Sant'Agnese apurou que o suor de 
crianças com FQ tinha um excesso de sódio e cloreto, verificando-se assim o envolvimento 
da glândula sudorípara (5). Esta situação levou ao desenvolvimento do teste de suor por 
Gibson e Cooke em 1959, o que permitiu um melhoramento na deteção da FQ (6). 
No ano de 1979, Crossley et al, verificaram que a tripsina imunorreativa (IRT) se 
encontrava elevada em recém-nascidos diagnosticados com FQ, tornando-se a sua medição 
no primeiro rastreio neonatal da FQ (7). Na década de 80 do século XX, voltou a haver 
avanços: em 1983, Quinton, Knowles e Bouchin descreveram a existência de um canal 
iónico no epitélio dos canais sudoríparos que condicionava uma alteração na reabsorção do 
cloro; e em 1989, o gene responsável pela mutação (Cystic Fibrosis Transmembrane 
Conductance Regulator – CFTR), foi identificado pela primeira vez (8), permitindo associar 
algumas características fenotípicas da FQ com o genótipo, revelando um amplo espetro de 
fenótipos (9). 
Desde a descoberta do gene, este tem sido alvo de rastreio pré-natal e neonatal em 
diversos países devido à sua elevada frequência. Em 1997, diferentes Institutos Nacionais 
de Saúde convocaram uma Conferência de Consenso sobre a FQ, com o objetivo de criar 
guidelines para a implementação do rastreio pré-natal. Assim, foi recomendado que o 
rastreio seja utilizado em indivíduos com história familiar de FQ e casais que planeiam uma 
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gravidez ou que procurem assistência pré-natal. No entanto, a implementação de um rastreio 
acarreta alguns inconvenientes devido ao grande número de mutações no gene CFTR, à 
diferente frequência das mutações nos vários grupos étnicos, demográficos e raciais, a 
relação inconsistente entre genótipo-fenótipo para mutações particulares e nem todas as 
mutações CFTR provocam FQ (10). Em 2001, o American College of Medical Genetics 
Cystic Fibrosis Carrier Screening Working Group apresentou um conjunto de diretrizes para 
a implementação do rastreio pré-natal de FQ, incluindo o painel de mutações e variantes do 
gene CFTR que deveriam ser testadas como componente integrante dos programas de 
rastreio (11). 
O gene CFTR é responsável pela codificação de uma proteína, denominada CFTR, que 
controla um canal iónico de cloretos e sódio localizado na membrana apical das células dos 
epitélios de diferentes órgãos. Assim, devido à ampla distribuição epitelial desta proteína, 
esta doença tem um carácter sistémico e consequentemente múltiplas manifestações clínicas 
de gravidade variável (4). 
A principal causa de mortalidade da FQ é a insuficiência respiratória devido à 
inflamação crónica do trato respiratório, que surge com a colonização crónica por diversos 
agentes patogénicos (12). Por isso, o exame bacteriológico de amostras do trato respiratório 
de indivíduos com FQ é extremamente relevante para tratamento das situações de infeção e 
para conhecimento da população colonizadora de cada doente (13). Assim, a exata 
identificação desses patogénios é fundamental para o tratamento da infeção, seja como 
orientação para o uso adequado de antibióticos, ou na aplicação adequada de medidas de 
controlo (14). 
A Microbiologia Clínica tem evoluído lentamente e as metodologias desenvolvidas no 
século XIX continuam a desempenhar um papel central no diagnóstico e posteriores 
respostas terapêuticas. A Microbiologia Clássica baseia-se no crescimento dos 
microrganismos em meios de cultura, semelhante ao utilizado por Pasteur e Koch, e esta 
metodologia não é apenas utilizada para a identificação, mas também para a realização dos 
testes de suscetibilidade aos antimicrobianos. Num laboratório de bacteriologia depois da 
receção do produto, as amostras são submetidas à coloração de Gram e microscopia, 
semeadas em meios de cultura sólidos e/ou líquidos e, após a incubação com duração, 
temperatura e ambiente adequado, o crescimento microbiano é avaliado. Nas amostras com 
crescimento, os microrganismos patogénicos passam por uma caracterização adicional 
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através da utilização de testes bioquímicos manuais ou automáticos e, a seguir, é realizado 
o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (métodos manuais ou automáticos) (15). 
Contudo, desde a introdução de métodos imunológicos, foram observadas diversas 
inovações na deteção dos microrganismos (15). Nos últimos anos a tecnologia Matrix 
Assisted Laser Desorption Ionization – Time Of Flight – Mass Spectrometry (MALDI-TOF 
MS) tem sido cada vez mais utilizada em laboratórios de Microbiologia Clínica na 
identificação dos microrganismos (16). 
A espetrometria de massa (MS) é usada há décadas em química, mas apenas em 1975 
foi descrita pela primeira vez a sua utilização para caracterização de microrganismos por 
Anhalt e Fenselau, quando observaram que bactérias de diferentes géneros e espécies 
produziam diferentes espetros de massa. Na década de 80 do século XX, houve o 
desenvolvimento de técnicas de desorção/ionização que promovem a criação de iões de 
biomarcadores moleculares dos microrganismos, levando à formação de perfis bacterianos. 
Inicialmente, eram analisadas moléculas de baixo peso molecular (como por exemplo os 
lípidos) (17) e com a introdução de técnicas de ionização suave, como a Matrix Assisted 
Laser Desorption Ionization (MALDI) em 1985, foi possível analisar moléculas de elevado 
peso molecular (como proteínas) (18). Em 1988, surgiu uma nova abordagem, por Koichi 
Tanaka, que utilizava um analisador “tempo de voo” (TOF) (19) e o constante progresso da 
tecnologia MALDI-TOF MS, permitiu que esta fosse aplicada na análise de uma grande 
variedade de biomoléculas (20), tornando-se numa das principais ferramentas analíticas na 
investigação biomédica e biológica até ao final do século XX (21). Porém, a introdução desta 
tecnologia na rotina laboratorial só se iniciou em 2004, quando a primeira base de dados de 
identificação bacteriana foi descrita (22). 
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1.2 Genética da fibrose quística 
1.2.1 Transmissão 
A FQ é uma doença hereditária, autossómica recessiva, ou seja, para que um indivíduo 
manifeste a doença é necessário que sejam transmitidas duas cópias do gene alterado. Assim, 
num casal de portadores, o risco de FQ na descendência é de 25%, 50% serão portadores e 
25% não terá qualquer mutação (4) (figura 1). 
 
 
Figura 1: Representação esquemática do padrão de herança da FQ (23) 
 
1.2.2 Gene CFTR 
O gene da FQ é formado por 230kb com 27 exões localizados em 7q31.2 (24) (figura 
2) e codifica um ácido ribonucleico mensageiro (mRNA) de 6,5kb que transcreve uma 
proteína reguladora da condutância transmembranar (25) com 1480 aminoácidos 






















Gene alterado e 
gene normal  
Gene alterado e 
gene normal  
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Figura 2: Representação esquemática do cromossoma 7 e localização do gene CFTR (26) 
 
Atualmente encontram-se descritas mais de 2000 mutações do gene (25) e pelo menos 
1500 são responsáveis pelo desenvolvimento de FQ (27), sendo que a sua denominação 
descreve a alteração na sequência ao nível do ácido desoxirribonucleico (DNA), ácido 
ribonucleico (RNA) ou proteína (28). 
 
1.2.3 Proteína CFTR 
Esta proteína pertence à Superfamília de Transportadores ATP binding cassette (29) 
que é responsável por um conjunto de funções vitais, como o transporte de nutrientes, 
libertação de toxinas e a comunicação intercelular em eucariontes, eubactérias e 
arquebactérias. São responsáveis pelo transporte de uma grande variedade de solutos através 
das membranas biológicas, incluindo açúcares, aminoácidos, aniões, cromóforos, drogas, 
peptídeos, proteínas e lípidos (30). 
A CFTR encontra-se na membrana apical das linhas celulares epiteliais das vias 
respiratórias, árvore biliar, intestinos, vasos deferentes, ductos sudoríparos e ductos 
pancreáticos, sendo responsável pelo transporte de aniões de cloreto para dentro e fora da 
célula (31). Esta proteína possui dois domínios transmembranares (TM1 e TM2) com seis 
segmentos cada, dois domínios de ligação a nucleótidos (NBD1 e NBD2) e um domínio 
regulatório (R) (figura 3), que é ativado pela fosforilação proteína cinase A (PKA) (32). Os 
domínios transmembranares contribuem para a formação do poro do canal de cloreto; os 
domínios de ligação a nucleótidos são responsáveis pela ligação e hidrólise do ATP, que 
fornece a energia para a atividade do canal; o domínio regulatório controla a atividade do 
canal CFTR (33). 
p q 
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Figura 3: Modelo 3D da proteína CFTR na membrana celular (34) 
 
A ativação do canal de cloreto inicia-se com a fosforilação do domínio R pela PKA 
dependente da adenosina monofosfato cíclico (cAMP), permitindo a ligação do ATP ao 
NBD1. Assim que a adenosina trifosfato (ATP) é hidrolisada pelo NBD1, o canal abre e os 
aniões passam pela membrana de acordo com o gradiente eletroquímico, através do poro 
formado por TM1 e TM2. Quando o domínio R se encontra completamente fosforilado, o 
NBD2 liga-se ao ATP, o que permite estabilizar o canal. Logo que o ATP é hidrolisado pelo 
NBD2, a adenosina difosfato (ADP) e um composto inorgânico (Pi) são libertados por ambos 
os NBD e o canal é fechado (35). 
As mutações que afetam a proteína CFTR são divididas em seis classes, de acordo com 
os efeitos sobre a produção e/ou atividade da proteína (36) (figura 4). 
 
 
Figura 4: Tipos de mutações na FQ (37) 
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Classe I 
Inclui as mutações que dão origem aos fenótipos mais severos da doença, resultando 
na ausência de síntese da proteína (38), devido à formação de sinais de terminação 
prematuros (39). Como consequência, são formados transcritos instáveis e/ou proteínas 
aberrantes possuindo deleções ou novas sequências de aminoácidos. A segunda mutação 
mais frequente nos pacientes com FQ faz parte desta classe: G542X, onde ocorre a 
substituição de uma glicina por um codão STOP na posição 542 (40). 
 
Classe II 
Nesta classe encontram-se associadas as mutações que causam defeitos no 
processamento das proteínas dando origem a proteínas imaturas que ficam retidas no retículo 
endoplasmático (41). A maioria das mutações descritas incluem-se nesta classe, sendo um 




As mutações desta classe produzem uma proteína CFTR que é processada no 
citoplasma e transportada para a membrana das células apicais, que é resistente à fosforilação 
ou ligação do ATP (42). A consequência dessa resistência é a alteração da regulação do canal 
iónico e diminuição da sua atividade. A mutação G551D, alteração de uma glicina para ácido 
aspártico no codão 551, é um exemplo de mutação desta classe e é a terceira mutação mais 
frequente em doentes com FQ (40). 
 
Classe IV 
Afeta os aminoácidos localizados no poro do canal, dando origem a uma diminuição 
da condutância (fluxo dos eletrólitos através dos canais iónicos é menor) (43). Alguns 
exemplos de mutações desta classe incluem a substituição da arginina pela histidina no 
resíduo 117 (R117H), triptofano na posição 334 (R334W) ou prolina no 347 (R347P) (40). 
 
Classe V 
Estas mutações produzem uma reduzida quantidade do transcrito CFTR e baixos níveis 
de proteínas funcionais que são transportadas para a membrana celular (44). Neste grupo, 
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estão incluídas mutações missense, como por exemplo A455E (substituição de um ácido 
glutâmico por uma alanina), mutações que alteram o promotor da transcrição, como 125 
G→C, troca de guanina por citosina na posição 125 (40), e mutações que afetam locais de 




Interferem com a estabilidade da proteína CFTR, através da remoção dos resíduos 70-
98 da extremidade C-terminal da proteína (indispensável para a manutenção da estabilidade 
do complexo CFTR glicosilado), reduzindo o tempo de vida da proteína. Um exemplo de 
uma mutação é a Q1412X, substituição de uma glutamina por um codão STOP na posição 
1412, que resulta na ausência de 70 aminoácidos na proteína (40). 
 
As mutações da proteína CFTR podem ser, igualmente, classificadas de acordo com o 
efeito que produzem na proteína funcional e consequente manifestação clínica daí resultante 
como severas ou moderadas. Usualmente, as mutações severas resultam na ausência de 
síntese ou bloqueio do processamento (classes I, II e III), enquanto as mutações moderadas 
alteram a condução ou redução da síntese (classes IV, V e VI) (45). 
A mutação mais frequente pertence à classe II (F508del), representando 
aproximadamente 70% das mutações dos doentes com FQ em todo o mundo. Em Portugal, 
essa mutação representa 52% das mutações, sendo que as restantes têm uma frequência rara; 
a segunda mutação mais frequente é a A561E (troca do aminoácido alanina pelo ácido 
glutâmico na posição 561) e corresponde apenas a 3% da população (46). 
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1.3 Epidemiologia da fibrose quística 
É uma doença crónica que afeta principalmente indivíduos de raça caucasiana (47), 
correspondendo a 93,7% dos doentes com FQ (4). Esta doença é igualmente comum em 
ambos os sexos (47), onde aproximadamente 52% dos doentes são do sexo masculino e 48% 
do sexo feminino. A FQ tem uma incidência de 1:2000-3000 nascimentos por ano: 1:25 
pessoas são portadoras do gene mutado (4). 
Contudo, esta incidência varia muito de país para país, de acordo com os antecedentes 
étnicos (figura 5). A nível europeu, verifica-se que o país com maior incidência é a Irlanda 
com um valor de 1:1400 e do lado oposto está a Finlândia com um valor de 1:25000 (4). Um 
exemplo de grande variação dentro do próprio país são os Estados Unidos da América, onde 
a frequência da doença em americanos brancos é de 1:3000, em latino-americanos é de 
1:4000-10000 e em afro-americanos é de 1:15000-20000. A FQ afeta também indivíduos do 
continente africano e asiático, mas numa taxa muito inferior, afetando, por exemplo, 
1:350000 no Japão. Em Portugal, essa incidência é de 1:6000 (48). 
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Tem-se verificado um aumento do número de doentes com diagnóstico de FQ e, 
segundo a Cystic Fibrosis Foundation (CFF), aproximamente 41,8% dos doentes tem mais 
de 18 anos. Esta situação deve-se ao aumento da sobrevida dos doentes: em 1938, menos de 
50% dos doentes sobrevivia para além de um ano de vida (4), em 1970 a esperança média 
de vida era de 16 anos e, atualmente, ronda os 36,8 anos (4,25). De entre os doentes com 
FQ, 64% têm idades compreendidas entre os 18-29 anos, 25% entre 30-39 anos, 10% entre 
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1.4 Patogénese da fibrose quística 
A glândula sudorípara normal produz um líquido isotónico graças ao conteúdo em 
cloro e sódio, contudo, quando ocorre uma mutação da CFTR e respetiva perda da função, 
o cloro não entra na célula, tal como o sódio, dando origem a um suor “salgado” (49). 
A patogénese da FQ é muito variável e pode aparecer no período neonatal ou na fase 
adulta. Alguns pacientes são completamente assintomáticos por vários anos e os sinais 
clínicos mais comuns incluem tosse, diarreia crónica e desnutrição; no entanto, a doença 
pode aparecer com outras variantes, podendo afetar vários órgãos e sistemas (33) (tabela 1). 
 
Tabela 1: Características clínicas da FQ (4) 
Doença sino-pulmonar 
Colonização com agentes bacterianos, como S. aureus, P. aeruginosa e H. influenzae 
Tosse persistente, produtiva 
Alterações radiológicas persistentes, como bronquiectasias, infiltrados e hiperinsuflação 
Obstrução das vias aéreas 
Pólipos nasais e alterações radiológicas dos seios perinasais 
Hipocratismo digital 
Alterações digestivas 
Prolapso retal e síndrome de obstrução do intestino distal 
Insuficiência pancreática e pancreatite recorrente 
Doença hepática crónica com evidência clínica de cirrose biliar ou multilobular 
Síndrome de perdas salinas 
Alcalose metabólica 




1.4.1 Sistema respiratório 
Mais de 90% da mortalidade da FQ está relacionada com o sistema respiratório (50) e 
as principais manifestações do foro respiratório incluem tosse persistente, seca de início e 
depois com broncorreia abundante, sendo que as secreções brônquicas são espessas e 
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viscosas. Com o evoluir da doença, diminui a capacidade de esforço, despontando a dispneia 
(51). As exacerbações são caracterizadas por um aumento da produção de secreções, da sua 
viscosidade e purulência, da tosse, redução da tolerância ao esforço e aumento da dispneia, 
astenia e perda de peso. Pode ocorrer, ainda, febre, leucocitose, taquicardia e taquipneia e 
com o agravamento clínico surge hipocratismo digital. A obstrução das vias aéreas conduz 
a uma hiperinsuflação pulmonar que pode acarretar a deformação da cavidade torácica, com 
cifose e aumento do diâmetro ântero-posterior. Entre os 5 a 10 anos podem tornar-se 
evidentes as bronquiectasias quísticas e cilíndricas, principalmente nos lobos superiores. Nos 
doentes com doença grave, as artérias pulmonares tornam-se mais proeminentes pela 
hipertensão pulmonar secundária à hipoxemia. Estes doentes desenvolvem um quadro 
obstrutivo, com aumento do volume residual e redução do fluxo expiratório (52).  
A nível gasométrico, pode ocorrer hipoxemia e, numa fase tardia, ocorre hipercapnia, 
que conjuntamente com a hipoxia crónica levam ao desenvolvimento de hipertensão 
pulmonar (53). 
As vias aéreas superiores também apresentam frequentemente alterações. A maioria 
dos doentes com FQ desenvolve sinusite crónica e 90% a 100% desses doentes apresentam 
uma pan-opacificação dos seios perinasais. Em 20% a 30% dos doentes ocorre polipose nasal 
e como consequência da obstrução do sistema de drenagem dos seios perinasais, podem 
surgir quistos designados de mucocelos (54). Com o agravamento da doença nas vias 
respiratórias, maior é a probabilidade de ocorrerem complicações respiratórias, tais como 
pneumotórax e hemoptises. As hemoptises afetam aproximadamente 9,1% dos doentes com 
FQ, sendo que 4,1% sofre de hemoptise maciça, e o pneumotórax ocorre em 3,4% dos 
indivíduos; ambas as complicações se correlacionam diretamente com a idade dos doentes 
(55). 
 
1.4.2 Aparelho digestivo 
1.4.2.1 Doença gastrointestinal 
Em pacientes com FQ sintomas gastrointestinais, como náuseas, vómitos, desnutrição 
e indigestão são frequentes. Além disso, a incidência do refluxo gastroesofágico é superior 
à da população geral, podendo ser de 30%, e é importante o seu diagnóstico pois pode afetar 
negativamente a função pulmonar. A síndrome de obstrução do intestino distal ocorre em 
3,5% dos doentes com FQ e caracteriza-se pela obstrução do íleo e cólon ascendente. Está 
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associada a genótipos de pior prognóstico, como doença pulmonar grave, ocorrendo quase 
exclusivamente em doentes com insuficiência pancreática. O íleo meconial está presente em 
10-20% dos recém-nascidos com FQ (4). 
As células secretoras exibem alterações na sua função de absorção e todo o processo 
digestivo é alterado, resultando numa má absorção de nutrientes e desnutrição (56). 
 
1.4.2.2 Doença pancreática 
O pâncreas é um dos principais órgãos afetados pela disfunção da proteína CFTR. O 
pâncreas exócrino é responsável pela produção de enzimas para a digestão dos alimentos no 
lúmen intestinal e a insuficiência pancreática exócrina (IPE) é uma complicação conhecida 
da FQ, que leva à perda de gordura nas fezes. A perda da função do pâncreas está associada 
com todos os genótipos de mutação, levando a insuficiência pancreática (57). 
A IPE é considerada a principal causa de má absorção intestinal em doentes com FQ, 
afetando 85% a 90% dos pacientes, tendo um início precoce (58): sinais e sintomas de má 
digestão estão muitas vezes presentes no nascimento e, na maioria dos pacientes, durante os 
primeiros anos de vida (59); em 85% dos doentes a IPE surge no primeiro ano de vida e entre 
5% a 10% dos casos manifestar-se-á nos primeiros 10 anos de vida (60). 
As manifestações clínicas da IPE só surgem quando a secreção pancreática é inferior 
a 98% (4) e consistem em esteatorreia, emagrecimento, distensão abdominal, malnutrição e 
hipovitaminose (48). Em quase 20% dos doentes ocorre prolapso retal secundário a 
esteatorreia (mais frequente nos primeiros anos de vida) e a pancreatite aguda ocorre em 
0,5% dos casos, sendo mais frequente nos doentes com insuficiência pancreática (4). 
Devido ao aumento de sobrevida têm surgido novas doenças associadas, sendo a 
diabetes relacionada com FQ a mais frequente. Esta ocorre em aproximadamente 2% das 
crianças, 19% dos adolescentes e entre 40 a 50% dos adultos. O seu diagnóstico precoce é 
fundamental pois está relacionada com um aumento da mortalidade (61). 
 
1.4.2.3 Doença hepatobiliar 
As alterações hepáticas primárias na FQ envolvem uma deficiência genética na 
proteína CFTR que leva à produção de uma secreção biliar mais espessa e quando associada 
a uma resposta inflamatória resulta em colangite e fibrose biliar (62). Entre 5% a 10% dos 
pacientes com FQ desenvolvem cirrose multilobular durante a primeira década de vida. 
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Posteriormente, tendem a desenvolver sinais de hipertensão com complicações, como 
sangramento das varizes (63). A cirrose, ascite, hipertensão portal, varizes no esófago e 
hemorragias são complicações de doença hepatobiliar associada a FQ, afetando 
frequentemente adolescentes e adultos (62). 
 
1.4.3 Infertilidade 
A maioria dos homens com FQ (97%) apresenta agenesia do ducto deferente bilateral, 
resultando em azoospermia obstrutiva (64), sendo considerada uma manifestação clínica que 
por si só obriga ao despiste de FQ (65). 
Embora apresentem um trato genital normal (66), as mulheres com FQ são menos 
férteis que as mulheres saudáveis devido ao muco uterino, que no período de ovulação se 
encontra menos fluído (67). Frequentemente, têm alterações menstruais, especialmente se 
existirem alterações pulmonares graves e nestes casos a incidência de infertilidade é de 
sensivelmente 20% (68). 
 
1.4.4 Alterações músculo-esqueléticas  
Muitos doentes com FQ apresentam doença óssea e articular, como por exemplo baixa 
densidade mineral óssea (69). 
Relativamente às doenças ósseas, como osteopenia ou osteoporose, estas são mais 
comuns em adultos (38% a 77%) do que em crianças (19% a 67%), tendo uma causa 
multifatorial, atribuindo-se a fatores como hipovitaminose D, alteração da absorção de 
cálcio, infeções respiratórias e deterioração da função respiratória (69). 
Nas doenças articulares, 30% dos doentes apresentam sintomas inespecíficos e em 2% 
a 8,5% desponta uma artrite. A idade média de aparecimento é dos 13 aos 20 anos, 
manifestando-se com incidentes recorrentes de dor articular, inflamação, hipersensibilidade 
e limitação de movimentos (70). A segunda complicação mais frequente é a osteoartropatia 
hipertrófica, com uma incidência entre os 2% e 7% e a idade média de aparecimento é por 
volta dos 20 anos. Esta patologia envolve o osso, as articulações e os tecidos moles 
(periostite proliferativa crónica), de forma insidiosa e simétrica, afetando ainda os cotovelos, 
pulsos e joelhos. Raramente afeta as pequenas articulações da mão e o derrame articular é 
frequente, principalmente nos joelhos. Surge nos doentes com doença pulmonar grave e 
tende a exacerbar-se com as infeções respiratórias (71).  
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1.5 Diagnóstico da fibrose quística 
Os critérios para o diagnóstico da FQ foram definidos pela CFF, em 1998, sendo 
positivo na presença de pelo menos um dos critérios de cada um dos grupos (72) 
apresentados na tabela 2. 
 
Tabela 2: Critérios para o diagnóstico da FQ (72) 
Grupo Critérios 
1 
Uma ou mais manifestações fenotípicas características (tabela 1) 
História familiar positiva 
Rastreio neonatal positivo 
2 
Demonstração de função anormal da CFTR: 
 Elevada concentração de cloreto no suor (≥ 60 mmol/L) 
 Identificação de duas mutações do gene CFTR 
 Valores anormais na diferença de potencial transepitelial nasal 
 
No entanto, o diagnóstico da FQ nem sempre é fácil. Com a descoberta do gene CFTR, 
verificou-se a existência de uma grande heterogeneidade das manifestações clínicas, tendo 
sido dividida em 2 grupos: FQ típica ou clássica e FQ atípica ou não clássica. Os doentes 
com FQ clássica têm um ou mais aspetos fenotípicos característicos e uma prova de suor 
≥60 mmol/L, enquanto a FQ não clássica engloba os doentes que têm pelo menos um órgão 
envolvido e prova de suor normal (<30 mmol/L) ou intermédia (30 a 60 mmol/L). Neste 
caso, o diagnóstico exige a deteção de uma mutação em cada gene ou pela medição da 
diferença de potencial transepitelial nasal (PDN) (73). Segundo a Organização Mundial da 
Saúde (OMS), pode ser identificado um terceiro grupo como doenças relacionadas com a 
CFTR, onde são integrados os doentes com envolvimento de um só órgão e onde é detetada 
pelo menos uma mutação. Este grupo inclui, por exemplo, azoospermia obstrutiva isolada, 
pancreatite crónica, aspergilose broncopulmonar alérgica, bronquiectasias disseminadas e 
colangite esclerosante (4). 
O diagnóstico de FQ é fundamentalmente clínico e os testes de diagnóstico têm como 
objetivo a sua confirmação, ou nos casos mais atípicos, o seu apoio ou exclusão, sendo a 
idade média de diagnóstico de seis meses (4) (figura 6). 
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Figura 6: Idade do diagnóstico da FQ nos Estados Unidos da América em 2005 (72) 
 
1.5.1 Demonstração de função anormal do gene CFTR 
1.5.1.1 Teste do suor 
Este teste é o gold standard para o diagnóstico da FQ (6) e consiste na determinação 
da concentração de cloreto no suor através da estimulação das glândulas sudoríparas pela 
iontoforese com pilocarpina (74). Aproximadamente 98% do total dos doentes com FQ tem 
uma prova de suor positiva, reduzindo-se para 90% nos casos de diagnóstico na vida adulta 
(4). Outro método alternativo é a avaliação da concentração de sódio no suor, já que a 
diferença entre a concentração do sódio e do cloreto no suor é reduzida (75). 
De acordo com a CFF e a European Cystic Fibrosis Society (ECFS), os valores de 
referência de cloreto no suor utlizados no diagnóstico de FQ, em crianças com menos de seis 
meses, são: normal quando ≤29 mmol/L, borderline entre 30-59 mmol/L e positivo para FQ 
quando ≥60 mmol/L (74). Contudo, o teste deve ser corretamente interpretado, tendo em 
consideração a idade do doente; é sugerido, por exemplo, que, em crianças com menos de 
três meses, uma concentração de cloreto >40 mmol/L é altamente sugestivo de FQ (76). 
Como em qualquer técnica, esta está sujeita a erros metodológicos que devem ser 
considerados, como erros na pesagem e evaporação da amostra, existindo, ainda, patologias 
que podem influenciar os níveis de eletrólitos no suor, conduzindo a um falso diagnóstico, 
como a fucosidose e a colestase familiar (76). 
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1.5.1.2 Genotipagem das mutações do gene 
Os painéis de genotipagem têm sido cada vez mais utilizados no diagnóstico precoce 
de FQ (77). Contudo, a identificação de dois alelos mutados por si só não pode estabelecer 
o diagnóstico de FQ, nem descartá-lo (76). Esta situação ocorre porque: 
 A sensibilidade da análise das mutações é reduzida devido ao elevado número de 
mutações do gene e, algumas dessas mutações, ocorrem com uma maior frequência 
ou mesmo exclusivamente em grupos populacionais específicos. Os painéis de 
triagem disponíveis conseguem detetar, no máximo, 80% a 85% dos alelos mutados 
(78) (tabela 3). 
 
Tabela 3: Taxa de deteção da FQ em diferentes etnias (79) 
Etnia Taxa de deteção 
Judeus Asquenazes 94 





 A análise da mutação do gene CFTR revelou um espetro alargado de fenótipos da 
FQ, que vão desde as manifestações atípicas (como a ausência congénita bilateral 
dos vasos deferentes) às mais típicas (tais como insuficiência pancreática). Contudo, 
com a exceção da insuficiência pancreática, a correlação entre o genótipo e o fenótipo 
das restantes manifestações de FQ com as diferentes mutações CFTR é ténue. 
Existem mutações (como por exemplo, R117H) associadas a uma grande amplitude 
de manifestações clínicas, que vão desde indivíduos saudáveis a indivíduos com 
manifestações típicas da FQ (76). 
 Em casos raros, duas ou mais mutações no mesmo cromossoma podem interagir e 
modificar o fenótipo, como por exemplo, o alelo R553Q-F508del que 
reverte/melhora o fenótipo da mutação F508del (76). 
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1.5.1.3 Medição de diferença de PDN 
O epitélio respiratório, incluindo o epitélio nasal, mantem uma PDN que regula o 
transporte ativo de iões, como o sódio e o cloreto, pela membrana. Esta diferença pode ser 
medida in vivo e encontra-se alterada na FQ, onde existe uma diminuição da secreção de 
cloreto e um aumento da absorção de sódio (80). 
Este teste pode ser útil nos casos em que o teste de suor foi indeterminado e a análise 
genética pouco reveladora. Contudo, os resultados podem ser influenciados por outras 
doenças que provocam inflamação da mucosa, como infeções das vias respiratórias 
superiores, alergias ou pólipos nasais (76). 
 
1.5.2 Testes complementares de avaliação do fenótipo 
Existem outros exames, após o diagnóstico inicial, que contribuem na avaliação da 
gravidade da doença e no planeamento de uma abordagem terapêutica específica. Estes 
exames complementares incluem a avaliação da função pancreática, do trato respiratório e 
urogenital (81). 
 
1.5.2.1 Avaliação pancreática exócrina 
O teste à função pancreática é importante para confirmar a esteatorreia, consequência 
da má absorção por IPE presente em 85% a 90% dos doentes com FQ (58). 
 
1.5.2.2 Microbiologia do trato respiratório 
A caracterização da flora microbiana do trato respiratório pode ser muito útil na 
avaliação do desenvolvimento da FQ em doentes com características atípicas. A presença de 
bactérias como Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Burkholderia cepacia e 
Pseudomonas aeruginosa pode indicar um diagnóstico de FQ (78). 
 
1.5.2.3 Avaliação Urogenital 
Uma das características mais consistentes da FQ em indivíduos do sexo masculino, 
após a puberdade, é a azoospermia, estando presente em 98% a 99% dos indivíduos afetados. 
Na maioria dos casos, a azoospermia ocorre devido canais deferentes rudimentares ou à sua 
ausência (78). 
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1.5.3 Rastreio pré-natal e neonatal 
O rastreio pré-natal foi introduzido em 2001, tendo como objetivo identificar 
gravidezes de risco e permitir que os casais possam considerar diversas opções reprodutivas 
(79). O rastreio pré-natal é indicado quando ambos os progenitores são portadores de 
mutações no gene e, sendo assim, o feto tem ¼ de probabilidade de ser afetado. É importante 
referir que um teste negativo não garante que o feto não seja afetado, mas diminui o risco 
(82). 
Este rastreio pode ser realizado por dois diferentes métodos: rastreio baseado no casal 
e rastreio sequencial. No primeiro método, ambos os membros são testados e os resultados 
são avaliados em conjunto. Este método revela o estado de portador de ambos os membros 
do casal e prevê com maior segurança o risco para o feto. No segundo método o teste é 
realizado por um membro do casal, normalmente à mulher e, apenas se este for positivo, é 
realizado ao outro elemento do casal (82). 
Relativamente ao rastreio neonatal, este é benéfico, pois permite o tratamento precoce 
da FQ, evitando o diagnóstico tardio, reduzindo a morbilidade e a mortalidade (83). 
Embora a análise de IRT tenha sido introduzida em 1979, ainda é o método mais 
utilizado atualmente (84). O tripsinogénio é uma proenzima produzida pelo pâncreas (85), 
que normalmente atinge o lúmen intestinal onde é ativado para tripsina e, nos pacientes com 
FQ, a obstrução dos ductos pancreáticos impede a secreção do tripsinogénio e a sua chegada 
ao intestino, resultando num acumular desta proteína no sangue (86). 
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1.6 Microbiologia da fibrose quística 
O sistema respiratório exibe importantes mecanismos de defesa para evitar a 
colonização e/ou infeção das vias respiratórias, sendo que, o principal mecanismo é o 
transporte mucociliar, que elimina as partículas do trato respiratório através da interação 
entre o muco respiratório e os cílios (87) (figura 7a). 
 
 
Figura 7: Epitélio das vias respiratórias num indivíduo saudável (a) e com FQ (b) (88) 
 
Contudo, a mutação no gene da FQ altera a proteína CFTR, provocando uma 
modificação no equilíbrio eletrolítico da mucosa das vias respiratórias, o que irá estimular 
uma absorção excessiva de água pelo lúmen, resultando num decréscimo de água na 
superfície fluida das vias aéreas, afetando as propriedades viscoelásticas do muco 
respiratório (figura 7b). Essas alterações levam ao comprometimento do transporte 
mucociliar, sendo este o principal fator para o início da colonização bacteriana nas vias 
aéreas. Posteriormente, os produtos do metabolismo bacteriano causam danos na mucosa 
respiratória e, com o tempo, a resposta inflamatória contribui para a doença (14) (figura 8). 
 
Epitélio normal Epitélio na FQ 
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Figura 8: Modelo esquemático dos eventos patogénicos que conduzem à infeção crónica por Pseudomonas 
aeruginosa nas vias respiratórias de pacientes com FQ. Legenda: A) Epitélio respiratório normal: a presença 
de uma camada pouco viscosa de líquido periciliar facilita o movimento de limpeza mucociliar e um consumo 
normal de oxigénio epitelial não produz gradientes de oxigénio na camada de muco epitelial. B-F) Epitélio 
respiratório na FQ: B) Diminuição da remoção do muco de revestimento. C) O elevado consumo de oxigénio 
gera gradientes hipóxidos na camada de muco viscoso. D) Bactérias P. aeruginosa depositadas na superfície 
do muco penetram nas zonas hipóxidas da camada de muco. E) P. aeruginosa adapta-se ao nicho hipóxido e 
forma macro colónias. F) As macro colónias resistem às defesas secundárias, incluindo neutrófilos, dando 
origem a períodos da infeção crónica (89) 
 
Apesar de uma grande variedade de espécies microbianas ser isolada das secreções 
respiratórias de pacientes com FQ, apenas algumas espécies desempenham um papel 
importante na colonização e infeção das vias aéreas e, normalmente, são adquiridos segundo 
uma sucessão temporal (14) (figura 9). 
 
 









Epitélio normal Epitélio com FQ Gradiente de oxigénio 
Neutrófilos 
Macro colónias 
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Nos primeiros anos de vida, as infeções víricas podem levar à denudação do epitélio, 
favorecendo as infeções bacterianas recorrentes e uma inflamação crónica (90). 
Posteriormente, ocorre a colonização das vias respiratórias por Streptococcus pneumoniae e 
Haemophilus influenzae, sendo rapidamente relegados para segundo plano por 
Staphylococcus aureus (91). Em estadios mais avançados, ocorre um predomínio de 
Pseudomonas aeruginosa (80%), podendo, no entanto, coexistir com o Staphylococcus 
aureus. Por fim e como consequência do tratamento antimicrobiano e da deterioração 
pulmonar, sucede uma colonização cada vez mais frequente por bacilos Gram negativo não 
fermentadores (BGNNF), destacando-se o Complexo Burkholderia cepacia, 
Stenotrophomonas maltophilia e Achromobacter spp. (92). A melhoria dos métodos de 
identificação tem permitido identificar outros BGNNF, como Ralstonia spp. (93), 
juntamente com fungos filamentosos, onde se destaca o Aspergillus spp. (94), e 
micobactérias não tuberculosas, como por exemplo Mycobacterium gordonae (95). 
 
1.6.1 Pseudomonas aeruginosa 
É o agente patogénico mais comum na FQ e a sua prevalência aumenta com a idade, 
onde 60% a 85% dos pacientes adultos estão colonizados de forma crónica. Aos 3 anos de 
idade mais de 95% das crianças têm evidências de infeção por P. aeruginosa (96) e a sua 
prevalência varia com a idade: aos 5 anos chega aos 25% (97), a partir dos 10 anos a sua 
prevalência supera a do S. aureus e, aos 35 anos, está presente em mais de 80% dos doentes 
(93). 
Inicialmente, a colonização é feita pelo fenótipo não mucoide (98) e, após 9-10 anos, 
surgem as estirpes com fenótipo mucoide, devido à alteração da sua capacidade de 
crescimento e de se manter nos pulmões dos doentes com FQ: cresce associada a biofilmes 
e produz alginato (promove a viscosidade das secreções respiratórias e é o principal 
componente da matriz do biofilme) (99). Nestas condições, a infeção é crónica, visto que é 
praticamente impossível a sua eliminação, já que o crescimento em biofilme confere 
resistência ao sistema imune e uma elevada resistência aos antibióticos (100). Por fim, 
obtêm-se colónias puntiformes, que conferem uma maior aderência à superfície das vias 
aéreas e uma maior resistência aos antibióticos (101). 
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O desenvolvimento rápido de P. aeruginosa pode estar relacionado com estirpes 
hipermutáveis, que apresentam elevados índices de mutações espontâneas, tendo um papel 
importante na adaptação e persistência no ambiente pulmonar (102). 
A infeção por P. aeruginosa é considerado o fator que mais contribui para o declínio 
da função pulmonar e consequente mortalidade em doentes com FQ (103). 
 
1.6.2 Stenotrophomonas maltophilia 
É um patogénico oportunista, principalmente em meio hospitalar, estando associado a 
elevada mortalidade e morbilidade (104), devido a um aumento significativo da resistência 
aos antibióticos de largo espetro (105). Tem surgido como uma bactéria emergente 
importante nos doentes com FQ (106) e, ao contrário da colonização por P. aeruginosa e 
Complexo B. cepacia, a infeção no trato respiratório por S. maltophilia tende a ser transitória 
e recorrente (97), tendo uma prevalência entre os 3% a 7% (107). 
Embora não se conheça de forma clara a patogenicidade desta bactéria na FQ (108), 
julga-se que contribui significativamente para o processo inflamatório, levando à 
insuficiência respiratória e morte (104). 
 
1.6.3 Achromobacter xylosoxidans 
A prevalência desta bactéria é cada vez maior nos doentes com FQ e a sua prevalência 
atual varia entre 2% a 11%. A colonização é frequentemente transitória, contudo 2% dos 
pacientes têm infeções crónicas por A. xylosoxidans (109).  
Ainda não se encontra esclarecido se a bactéria A. xylosoxidans causa algum efeito 
clínico nos pacientes com FQ ou se meramente coloniza o trato respiratório (110), no entanto 
alguns estudos têm demonstrado um impacto negativo na doença pulmonar (111). 
 
1.6.4 Complexo Burkholderia cepacia 
Este complexo bacteriano é composto por nove espécies diferentes estritamente 
relacionadas, mas distintas, e a maioria das infeções (85%) são causadas pelas espécies B. 
multivorans e B. cenocepacia (12). A taxa de incidência deste complexo nos doentes com 
FQ varia entre 7 a 13% (112). 
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A colonização do trato respiratório pelo Complexo B. cepacia produz vários tipos de 
evolução e a sua aquisição associa-se habitualmente a deterioração clínica e funcional. No 
entanto, ainda pouco se conhece sobre a evolução da doença pela sua colonização, visto que 
alguns doentes não têm qualquer agravamento, outros sofrem um agravamento progressivo 
com múltiplas agudizações e outros doentes apresentam uma deterioração progressiva, com 
evolução fulminante para pneumonia necrotizante que leva à morte (Síndrome cepacia) (12). 
Em análises genotípicas, foi demonstrado que um único doente pode ter uma infeção 
simultânea com diversas espécies, o que impede de projetar medidas de controlo da infeção, 
podendo ainda dificultar os resultados clínicos (113). 
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1.7 Métodos de identificação 
Os métodos para a identificação de bactérias na Microbiologia Clínica têm evoluído 
continuamente, havendo uma procura constante de técnicas e métodos que permitam 
otimizar a sua identificação. Assim, existem quatro diferentes gerações de tecnologias 
desenvolvidas ao longo do tempo e que permitem a identificação de bactérias (114) (figura 
10): 
 Primeira geração: a identificação é realizada através de testes fenotípicos que 
exploram as diferenças metabólicas entre as diferentes espécies, podendo demorar 
entre 24h a 48h (114). 
 Segunda geração: consiste na adaptação das metodologias da primeira geração aos 
equipamentos automáticos. Existem diversos equipamentos nesta geração, sendo o 
VITEK® 2 (bioMérieux, Marcy l’Etoile, França) um deles. Este identifica 115 
bactérias Gram positivo (GP) e 135 Gram negativo (GN) através de duas cartas de 
identificação (ID-GP – identificação de bactérias GP, e ID-GN – identificação de 
bactérias GN) que se baseiam em testes colorimétricos, em aproximadamente 10h 
(115). 
 Terceira geração: baseia-se em testes moleculares, sendo a reação em cadeia da 
polimerase (PCR) um dos métodos mais sensíveis. Esta metodologia permite a 
identificação de bactérias de crescimento lento ou não cultiváveis através da 
amplificação da região 16S do DNA ribossomal (rDNA), contudo é necessário 
extrair o ácido nucleico bacteriano, podendo demorar entre 24h a 36h (114). 
 Quarta geração: utiliza a tecnologia MALDI-TOF MS, que é, atualmente, uma 
tecnologia promissora na identificação rápida de bactérias (114). A identificação é 
realizada através da análise proteica das bactérias por espetrometria de massa, 
demorando apenas alguns minutos (116). Um dos equipamentos que utiliza esta 
tecnologia é o VITEK® MS (bioMérieux), no qual a identificação é alcançada através 
da comparação entre o espetro proteico obtido com os espetros da base de dados do 
equipamento (114) em sensivelmente 15min (117). 
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Figura 10: Evolução da identificação bacteriana (114) 
 
1.7.1 MALDI-TOF MS 
A MS é uma técnica analítica que permite a identificação da composição química de 
um determinado composto isolado ou de diferentes compostos em misturas complexas, por 
meio da determinação da sua massa molecular na forma iónica, baseada na movimentação 
através de um campo elétrico ou magnético. Esta movimentação é determinada pela razão 
entre a massa do analito e da sua carga, designada por m/z (mass-to-charge ratio). Assim, 
conhecendo o valor de m/z de uma molécula e seus fragmentos, é possível deduzir qual a 
sua composição química e, com isso, determinar a sua estrutura (118). 
A identificação rápida de microrganismos é de grande importância para a área de saúde 
humana e a MS é um método rápido e sensível para a identificação e tipificação desses 
microrganismos (119), tendo-se mostrado confiável na diferenciação de bactérias GN e GP, 
cianobactérias, fungos e protozoários em diferentes níveis taxonómicos (120). 
Um espetrómetro de massa é composto por três módulos principais: fonte de iões 
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transformação de moléculas neutras em iões), analisador de massas (responsável pela 
separação dos iões de acordo com o seu m/z, através da aplicação de campos elétricos e 
magnéticos) e o detetor (deteção e amplificação dos iões) (121). 
 
1.7.1.1 Fontes de ionização 
A ionização é o processo onde ocorre a conversão de um átomo ou molécula num ião, 
funcionando de modo diferente dependendo se o ião formado é positivo (protonação) ou 
negativo (desprotonação). O processo de ionização é fundamental para a espetrometria, 




Na ionização por MALDI a amostra deve ser misturada com uma matriz específica 
que, quando seca irá cristalizar-se com o analito, auxiliando na sua ionização. A 
transferência de energia por MALDI ocorre através da irradiação pulsada do laser, em que a 
matriz converte a energia do laser em energia para excitar o analito, promovendo sua 
ionização. Esta forma de transferência de energia é bastante eficiente na obtenção de 
moléculas intactas, uma vez que não sofrem incidência direta de energia do laser, o que 
poderia causar a sua decomposição. Este processo ocorre numa câmara de vácuo e os iões 
então formados na fase gasosa são acelerados por campos eletrostáticos em direção ao 
analisador (123). 
Existe uma grande variedade de matrizes que podem ser utilizadas, constituídas 
principalmente por compostos aromáticos. As fontes de laser também podem variar, contudo 
a mais comum é a de nitrogénio, com comprimento de onda de 337nm (124). 
Embora existam diversas fontes de ionização, a técnica de MALDI apresenta diversas 
vantagens relativamente às outras técnicas de ionização, devido à sua sensibilidade, 
eficiência de ionização, capacidade de ionizar moléculas de alto peso molecular sem 
fragmentá-las e capacidade de analisar misturas complexas (122).  
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1.7.1.2 Analisadores de massas 
Após a formação dos iões, estes são levados para dentro do espetrómetro, num 
ambiente de vácuo, e levados até ao detetor. O princípio da espetrometria de massa é a 
separação destes iões com base nas suas diferenças de m/z. Para isso, foram desenvolvidos 
diferentes analisadores de massas, como o analisador TOF (125). 
 
1.7.1.2.1 TOF 
São baseados no princípio de que os iões com a mesma carga têm energia cinética 
igual e a velocidade é inversamente proporcional à massa (126). Assim, se dois iões com a 
mesma carga, mas com massas diferentes, são acelerados através de um campo elétrico com 
potencial constante, as suas velocidades serão dependentes das suas massas, e alcançarão o 
detetor com “tempos de voo” diferentes. Assim, o ião de menor massa atingirá o detetor 
primeiro, enquanto o de maior massa levará mais tempo para chegar ao detetor (127). 
Para o funcionamento correto do TOF, é imprescindível que todos os iões formados 
na fonte entrem no analisador ao mesmo tempo, pois só assim será possível determinar o 
tempo que cada um levou para percorrer toda a extensão do analisador (128) e com o intuito 
de aumentar a distância percorrida pelos iões, foram adicionados refletores aos analisadores, 
permitindo aumentar a sua precisão (129). 
 
1.7.1.3 Detetores 
Os detetores compreendem a porção final dos espetrómetros de massas e a sua função 
é detetar os iões que chegam até eles e amplificar o sinal (118). Os detetores funcionam pela 
conversão dos feixes dos iões em sinais elétricos e estes podem ser armazenados e traduzidos 
em imagens (122). 
 
1.7.1.4 Princípio da técnica 
Numa primeira fase, a amostra é misturada com a matriz, normalmente um ácido 
orgânico com forte absorção de radiação ultravioleta (130), resultando na cristalização das 
moléculas da amostra e da matriz. Esta mistura é bombeada por um laser e a matriz absorve 
a energia do laser (131), transferindo-a para as moléculas da amostra resultando na dessorção 
e ionização suave das moléculas da amostra/matriz, formando uma “nuvem” de iões na fase 
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gasosa. Os iões são acelerados para um tubo TOF através da ação de um campo eletrostático 
e separados de acordo com o tempo de voo (132); a separação dos iões é realizada sob vácuo, 
de forma a evitar a colisão com as moléculas de ar (118). A dimensão dos iões é diretamente 
proporcional ao tempo de voo, que compreende o tempo decorrido entre o sinal inicial do 
laser e a deteção dos iões. Portanto, o tempo de voo necessário para os iões chegarem ao 
detetor depende da massa (m) e da carga (z) das proteínas. Como resultado é produzido um 
espetro (perfil) que associa a razão m/z e a intensidade do sinal e este perfil é comparado 
com uma base de dados, o que permite identificar a bactéria (128). Assim, a análise MALDI-
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2.1 Justificação do tema 
O exame bacteriológico de amostras do trato respiratório em indivíduos com FQ é 
extremamente relevante para o conhecimento da população colonizadora de cada doente e 
para o tratamento das situações de infeção. O adequado tratamento das infeções nestes 
doentes é fundamental para uma boa evolução da doença, melhoria da qualidade de vida e 
perspetivas para um eventual transplante. Portanto, a exata identificação desses agentes 
patogénicos é fundamental para o tratamento da infeção, seja como orientação para o uso 
adequado de antibióticos ou na aplicação adequada de medidas de controlo. 
 
2.2 Objetivo geral 
Este trabalho tem como objetivo comparar duas diferentes gerações de tecnologias de 
identificação bacteriana na rotina laboratorial, na identificação de BGNNF isolados em 
amostras de doentes com FQ. 
 
2.2.1 Objetivo específico 
Avaliar o impacto da introdução da tecnologia MALDI-TOF MS na rotina do 
Laboratório de Microbiologia do Hospital de São João, através do sistema VITEK® MS, na 
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3.1 Materiais 
Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro, Gelose Chocolate PolyViteX, Gelose 
MacConkey, Gelose Chapman 2, E. coli ATCC 8739, ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico e 




Durante o período compreendido entre janeiro 2002 e agosto de 2014 (02 de janeiro 
de 2002 a 28 de fevereiro de 2013 para o VITEK® 2 e 01 de março de 2013 a 08 de agosto 
de 2014 para o VITEK® MS) foram estudadas 2850 amostras do trato respiratório (secreções 
brônquicas, lavados brônquicos e broncoalveolares) provenientes de 85 doentes 
diagnosticados com FQ, utilizando duas diferentes metodologias: 
 Os resultados dos exames laboratoriais realizados entre 02 de janeiro de 2002 a 
30 de setembro de 2013 foram recolhidos com o recurso ao programa informático 
de gestão laboratorial Clinidata®XXI (Maxdata, Carregado, Portugal). 
 As amostras que chegaram ao Laboratório de Microbiologia do Hospital de São 
João entre 01 de outubro de 2013 a 08 de agosto de 2014, foram processadas de 
acordo com o protocolo existente nessa instituição. 
 
3.2.2 Amostra – cultura e isolamento 
Em cada amostra, foi selecionada a porção mais purulenta e/ou sanguínea da amostra 
e realizada a sementeira por esgotamento (secreções) ou quantitativa (lavados) em quatro 
diferentes meios: 
 Gelose Columbia + 5% de sangue de carneiro: meio nutritivo muito rico adaptado 
ao crescimento da maioria das espécies bacterianas, independentemente do seu 
metabolismo, sendo também um meio diferencial. 
 Gelose Chocolate PolyViteX: meio de isolamento particularmente recomendado 
para o crescimento de estirpes fastidiosas. 
 Gelose MacConkey: meio de isolamento seletivo para bacilos GN e diferencial. 
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 Gelose Chapman 2: meio que se destina ao isolamento seletivo de Staphylococcus 
spp. e diferencial para S. aureus. 
 
Após a sementeira, as placas são incubadas em estufa a 37°C e, após 24h/48h, é 
verificado o crescimento bacteriano nos diferentes meios. Sempre que ocorre crescimento 
bacteriano, as amostras são identificadas com a utilização do equipamento VITEK® MS 
(bioMérieux). 
 
3.2.3 Identificação – VITEK® MS 
3.2.3.1 Preparação do slide 
A preparação dos slides descartáveis (formato de lâmina de microscópio com 48 
poços, dividido em três grupos de 16 poços e 1 poço de calibração – grupo de aquisição) foi 
realizada com recurso à Estação de Preparação VITEK® MS para conectar as informações 
da amostra com o VITEK® MS. Posteriormente, era inoculado 1µL de colónia bacteriana 
num poço do slide e de 1µL de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico, deixando secar à 
temperatura ambiente. Conforme o recomendado pelo fabricante (bioMérieux), era utilizado 
como calibrador e controlo a estirpe E. coli ATCC 8739, sendo inoculada no poço de 
calibração central do respetivo grupo de aquisição. 
 
3.2.3.2 Obtenção dos espetros de massa 
O espetrofotómetro de massa Shimadzu Axima® Assurance (bioMérieux) opera em 
conjunto com o software da Estação de Preparação VITEK® MS. A deteção é realizada em 
modo linear positivo com uma frequência do laser de 50 Hz e, para cada espetro, são 
realizados 100 perfis em diferentes posições da amostra. 
 
3.2.3.3 Análise do espetro de massa 
A identificação do microrganismo é baseada na comparação das características do 
espetro obtido (presença e ausência de picos específicos) com os espetros típicos de cada 
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3.2.3.4 Interpretação dos resultados 
Quando ocorre uma combinação perfeita entre o espetro obtido e o espetro da base de 
dados, o sistema indica qual o microrganismo com uma probabilidade de 99,9% (“Good 
ID”). 
Nas situações em que uma combinação perfeita não é obtida, mas na qual o espetro 
obtido é suficientemente próximo a um espetro de referência, o microrganismo é identificado 
com uma probabilidade 60% a 99,8% (“Good ID” >60-99,8%). 
Se o perfil obtido possuir mais que uma correspondência, é dada uma lista de possíveis 
microrganismos (“Low discrimination”, <60%) ou, caso não exista correspondência com a 
base de dados, não é indicado qualquer resultado (“No ID”). 
 
3.3 Análise dos resultados 
Os dados obtidos para a realização deste trabalho foram analisados com o auxílio do 
software informático Excel® (Microsoft, Redmond, Estados Unidos da América), versão 
2013. Esta análise permitiu observar a frequência dos diferentes géneros de BGNNF 
encontrados nos doentes com FQ, verificando-se o impacto da tecnologia MALDI-TOF MS 
na identificação desse grupo de bactérias. 
 
3.4 Questões éticas 
Este estudo foi analisado e aprovado pela Comissão de Ética para a Saúde e pelo 
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Resultados 
Foram estudadas 2850 amostras de um total de 85 doentes, 1623 (57%) da população 
adulta e 1227 (43%) na população pediátrica, no período de 02 de janeiro de 2002 a 08 de 
agosto de 2014. A distribuição dos pacientes quanto ao sexo foi de 49,2% do sexo masculino 
e 50,8% do sexo feminino; a distribuição das amostras quanto ao equipamento utilizado foi 
de 2342 (82,2%) para o VITEK® 2 e 508 (17,8%) para o VITEK® MS. Todas as bactérias 
identificadas e respetiva frequência em cada equipamento encontram-se na tabela 4. 
 













Achromobacter spp. 61 36 Klebsiella oxytoca 9 6 
Achromobacter xylosoxidans 33 2 Klebsiella pneumoniae 14 6 
Acinetobacter baumannii 10 1 Klebsiella spp. 3 0 
Acinetobacter haemolyticus 2 1 Kluyvera ascorbata 1 0 
Acinetobacter junii 2 0 Moraxella catarrhalis 13 13 
Acinetobacter lwoffii 6 0 Morganella morganii 8 0 
Acinetobacter spp. 2 0 Neisseria cinerea 1 0 
Aeromonas 
hydrophilia/caviae 
4 0 Neisseria meningitidis 1 0 
Alcaligenes faecalis 1 0 Ochrobactrum anthropi 5 0 
BGNNI 38 0 Pantoea spp. 1 0 
Bordetella bronchiseptica 1 0 Pseudomonas aeruginosa 531 93 
Burkholderia cepacia 10 0 Pseudomonas fluorescens 13 3 
Burkholderia gladioli 2 0 Pseudomonas mendocina 1 0 
Citrobacter freundii 4 2 Pseudomonas putida 7 2 
Citrobacter koseri 1 0 Pseudomonas spp. 4 0 
Complexo Burkholderia 
cepacia 
120 11 Ralstonia paucula 2 0 
Complexo Enterobacter 
cloacae 
1 0 Ralstonia pickettii 1 0 
Enterobacter aerogenes 1 1 Raoultella planticola 4 0 
Enterobacter asburiae 1 0 Rhizobium radiobacter 1 2 
Enterobacter cloacae 29 7 Serratia liquefaciens 0 1 
Enterobacter intermedius 1 0 Serratia marcescens 74 16 
Escherichia coli 18 10 Sphingomonas paucimobilis 1 0 
Grupo Serratia liquefaciens 14 1 Staphylococcus aureus 849 229 




Haemophilus parainfluenzae 0 1 Streptococcus pneumoniae 69 4 
Klebsiella ornithinolytica 3 2 Streptococcus pyogenes 3 0 
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4.1 Desempenho global do VITEK® 2 e VITEK® MS 
Os BGNNF foram isolados em 1175 amostras (41,2%), distribuídos por 1000 (85,1%) 
no VITEK® 2 e 175 (14,9%) no VITEK® MS. A percentagem e respetiva frequência, para 
ambos os equipamentos, quando ocorreu identificação ao nível do género, complexo e 
espécie ou quando não foram identificados os microrganismos encontra-se na figura 12. 
 
 
Figura 12: Percentagem e respetiva frequência da identificação dos diferentes equipamentos ao nível do 
género, complexo e da espécie e de isolamentos não identificados 
 
Os resultados relativos à frequência e percentagem dos géneros identificados pelos 
aparelhos VITEK® 2 e VITEK® MS encontram-se representados na figura 13. 
 
 
Figura 13: Frequência e respetiva percentagem dos diferentes géneros nos diferentes equipamentos 
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A frequência e respetiva percentagem das espécies identificadas por ambos os 
aparelhos encontram-se representadas na figura 14. 
 
 
Figura 14: Frequência e respetiva percentagem das diferentes espécies/complexo nos diferentes equipamentos 
 
4.2 Impacto da introdução do equipamento VITEK® MS 
A evolução na identificação dos BGNNF com a introdução do equipamento VITEK® 
MS encontra-se representada na figura 15. 
 
 
Figura 15: Identificação de BGNNF pelos equipamentos VITEK® 2 (círculo verde) e VITEK® MS (círculo 
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Discussão 
A cultura, isolamento e identificação dos microrganismos permanece como o gold 
standard no diagnóstico microbiológico. No entanto, o crescimento dos patogénicos 
exigentes pode ser demorado e os custos associados podem ser elevados. Uma das 
tecnologias de identificação bacteriana que mais se tem desenvolvido nos últimos anos é a 
MALDI-TOF MS (134). 
Neste estudo propôs-se avaliar o impacto da introdução da tecnologia MALDI-TOF 
MS na rotina do Laboratório de Microbiologia do Centro Hospitalar de São João, EPE na 
identificação de BGNNF. A identificação deste grupo de microrganismos é importante nos 
doentes com FQ, pois estão associados a uma deterioração da função pulmonar e, por isso, 
a sua correta identificação é importante para um tratamento adequado. 
No total, foram realizadas 1175 identificações, obtendo-se 18 espécies e 1 complexo 
em 10 diferentes géneros. Nas 1000 amostras do VITEK® 2, este não forneceu identificação 
em 3,8% das situações e nos restantes 96,2% forneceu uma identificação ao nível do género 
em 6,7% das vezes, 12% ao nível do complexo e 77,5% ao nível da espécie, enquanto o 
VITEK® MS nas 175 identificações realizadas, forneceu sempre uma identificação, quer ao 
nível do género em 20,6%, quer ao nível do complexo em 6,3% e quer ao nível da espécie 
em 73,1%. 
Dos BGNNF identificados, os géneros que apresentaram maior incidência foram a 
Pseudomonas spp., Stenotrophomonas spp., Burkholderia spp. e Achromobacter spp., com 
uma frequência de 556, 147, 132 e 94 no VITEK® 2 e 98, 24, 11 e 38 no VITEK® MS, 
respetivamente. Dentro destes géneros, destacou-se a frequência de P. aeruginosa (531 no 
VITEK® 2 e 93 no VITEK® MS), S. maltophilia (147 no VITEK® 2 e 24 no VITEK® MS) 
e Complexo B. cepacia (120 no VITEK® 2 e 11 no VITEK® MS). A predominância destes 
BGNNF encontra-se de acordo com a teórica existente, que indica que a incidência dos 
BGNNF aumenta ao longo da idade do paciente, com destaque para a colonização de P. 
aeruginosa e devido a posterior tratamento antimicrobiano e deterioração pulmonar, surgem 
com maior frequência estirpes de S. maltophilia, Achromobacter spp. e B. cepacia (93). 
Na identificação dos BGNNF ao nível da espécie, verificou-se uma dificuldade maior 
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O género Achromobacter foi identificado 94 vezes no VITEK® 2, tendo-se obtido uma 
identificação ao nível da espécie em 33 vezes (35,1%) e em 61 (64,9%) ao nível do género. 
Esta dificuldade verificada está de acordo com estudos realizados anteriormente, onde nos 
estudos realizados por Wallet et al e Bosshard et al, a capacidade do VITEK® 2 em 
identificar espécies de Achromobacter spp. foi nula ou muito baixa (135,136). Relativamente 
ao VITEK® MS, este género foi identificado em 38 situações, onde em 2 situações (5,3%) a 
identificação foi realizada ao nível da espécie e 36 (94,7%) ao nível do género. Esta elevada 
percentagem de identificações ao nível do género é devido à incapacidade do equipamento 
em diferenciar as espécies A. denitrificans e A. xylosoxidans, algo já verificado nos estudos 
de Bizzini A. et al, Dubois et al e Manji et al, onde as amostras foram sempre identificadas 
como Achromobacter spp. (138–140). 
Burkholderia spp. foi identificada em 132 vezes no equipamento VITEK® 2, 12 (9,1%) 
ao nível da espécie e 120 (90,9%) ao nível do complexo. Estes resultados vão de encontro 
ao estudo de Brisse et al que demonstrou uma limitação do VITEK® 2 na identificação das 
espécies do complexo (137). Em relação ao VITEK® MS, foi identificada em 11 situações, 
sempre ao nível do complexo. Ao ser comparada a capacidade de identificação das espécies 
do Complexo B. cepacia obtida neste estudo com outros, verifica-se que existiu uma maior 
dificuldade na identificação ao nível da espécie. Num estudo realizado por Alby et al, 
aproximadamente 80% das estipes foram identificadas ao nível da espécie (141). Noutro 
estudo, realizado por Manji et al, a capacidade de identificação da espécie dependia da 
espécie em questão: identificação de todas as espécies de B. multivorans e nenhuma de B. 
stabilis (140). No estudo de Lambiase et al todas as espécies do género Burkholderia foram 
identificadas, inclusive as espécies do Complexo B. cepacia (142). 
O equipamento VITEK® 2 teve, ainda, algumas falhas na identificação de 
Acinetobacter spp. e Pseudomonas spp.. O género Acinetobacter foi identificado 22 vezes, 
onde 20 (90,9%) foi ao nível da espécie e 2 (9,1%) ao nível do género; sobre Pseudomonas 
spp. foi identificada 556 vezes, 552 (99,3%) ao nível da espécie e 4 (0,7%) ao nível do 
género. Estes lapsos na identificação destes dois géneros são comprovados pelas pesquisas 
realizadas por Wallet et al, Otto-Karg et al e Funke et al, onde a distinção das espécies de 
Acinetobacter spp. e Pseudomonas spp. tiveram algumas falhas (135,143,144). 
A excelente discriminação até ao nível da espécie nos restantes géneros visualizada 
neste estudo é concordante com trabalhos anteriores. A capacidade do equipamento VITEK® 
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2 em identificar as espécies de Alcaligenes spp., Ochrobactrum spp. Ralstonia spp., 
Rhizobium spp., Sphingomonas spp. e Stenotrophomonas spp. foi observada por Wallet et al 
e Otto-Karg et al onde foi evidenciada uma excelente identificação ao nível da espécie 
(135,143); tal como a capacidade do equipamento VITEK® MS em discriminar as espécies 
de Pseudomonas spp. foi verificada no estudo de Wang et al – boa identificação das espécies 
P. aeruginosa, P. fluorescens e P. putida (134), tal como na identificação das espécies de 
Acinetobacter spp., Rhizobium spp. e Stenotrophomonas spp. foi demonstrada pelo estudo 
de Manji et al – excelente capacidade em identificar as espécies R. radiobacter, S. 
maltophilia e  Acinetobacter spp. (140). 
Sobre o impacto da tecnologia MALDI-TOF MS na identificação dos BGNNF em 
doentes com FQ do Centro Hospitalar de São João, EPE, este pode ser verificado através da 
análise de 3 doentes. 
No paciente A, nas 10 amostras analisadas, o VITEK® 2 identificou os BGNNF ao 
nível da espécie em 8 vezes (80%), ao nível do complexo em 1 amostra (10%) e não realizou 
nenhuma identificação na restante amostra (10%); o VITEK® MS foi utilizado em 9 
amostras, realizando uma identificação ao nível da espécie em todas as amostras. 
No paciente B, o VITEK® 2 foi utilizado na análise de 9 amostras, tendo realizado uma 
identificação ao nível da espécie em 7 (77,8%) e não identificou nas outras 2 (22,2%) 
amostras. O VITEK® MS foi utilizado em 8 amostras, alcançando em todas uma 
identificação ao nível da espécie. 
No paciente C, o VITEK® 2 identificou a espécie em 19 amostras (86,4%) e falhou a 
identificação em 3 (13,6%) num total de 22 amostras analisadas. O VITEK® MS identificou 
ao nível da espécie nas 3 amostras analisadas. 
Ao analisar estes três doentes, verifica-se que a introdução do equipamento VITEK® 
MS levou à melhoria da identificação em cada doente através do reconhecimento da bactéria 
colonizadora, pelo menos, até ao nível do género. Esta situação nem sempre se verificava 
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6.1 Conclusões 
Com base nos resultados obtidos nos dois equipamentos, é possível concluir que: 
 O equipamento VITEK® 2 tem sido o equipamento mais utilizado nos últimos 
anos na rotina laboratorial e, apesar da boa capacidade em identificar os 
BGNNF, este possui falhas nessa identificação. Neste trabalho, verificou-se 
que em 1000 isolamentos de BGNNF, identificou ao nível da espécie em 77,5% 
das vezes, 12% ao nível do complexo e ao nível do género em 6,7% das vezes, 
não tendo fornecido uma identificação em 3,8% das ocasiões. 
 O VITEK® 2 teve dificuldade na identificação ao nível da espécie em quatro 
géneros distintos: Achromobacter spp., Acinetobacter spp., Burkholderia spp. 
e Pseudomonas spp.. 
 O equipamento VITEK® MS permitiu identificar todos os isolados até ao 
género, onde num total de 175 isolamentos, identificou ao nível da espécie em 
73,1% das situações, ao nível do complexo em 6,3% e em 20,6% das vezes ao 
nível do género. 
 O VITEK® MS apresentou dificuldade em distinguir as espécies de apenas dois 
géneros: Achromobacter spp. e Burkholderia spp.. Esta dificuldade pode 
dever-se à incapacidade do MALDI-TOF MS em discriminar espetros de 
espécies estritamente relacionadas, como as espécies A. denitrificans e A. 
xylosoxidans e as espécies pertencentes ao Complexo B. cepacia. 
 
Perante os resultados verifica-se que a introdução da tecnologia MALDI-TOF MS na 
rotina laboratorial desde março de 2013 melhorou a identificação dos BGNNF em doentes 
com FQ, dado que todas as identificações foram realizadas pelo menos até ao género. 
Assim, a introdução da tecnologia MALDI-TOF MS, através do equipamento VITEK® 
MS, tornou mais eficaz a identificação bacteriana, tendo ainda a vantagem de fornecer essa 
identificação em apenas alguns minutos através de uma pequena quantidade de inóculo, 
comparando com o equipamento VITEK® 2, o que permite uma melhoria de resposta em, 
aproximadamente, 24h. Devido a esta rápida identificação do agente patogénico, é possível 
realizar uma terapêutica mais direcionada, permitindo uma maior eficácia no tratamento. 
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Contudo, é necessário melhorar a base de dados para alguns géneros de BGNNF, de forma 
a possibilitar uma identificação mais eficaz de todas as espécies. 
 
6.2 Limitações 
Este estudo apresenta algumas limitações, nomeadamente ao nível da quantidade de 
amostras do equipamento VITEK® MS relativamente ao VITEK® 2, havendo uma grande 
diferença nos resultados globais obtidos. 
Uma outra limitação está relacionada com a análise individual dos doentes. Devido ao 
curto espaço de tempo de utilização do equipamento VITEK® MS, alguns doentes não 
tiveram identificações realizadas por este equipamento, não sendo, por isso, possível realizar 
uma análise do seu impacto em todos os doentes. 
 
6.3 Sugestões 
Dado que este é um estudo pioneiro em Portugal sobre o impacto da tecnologia 
MALDI-TOF MS na identificação bacteriana em rotina hospitalar, este poderá ser utilizado 
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